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Senyawa Brusein-A dari Buah Makasar (Brucea javanica (L.) Merr.) sebagai 
Antiproliferasi terhadap Sel Kanker Payudara T47D
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AbstrakPada saat ini, insidensi kanker payudara telah menempati urutan teratas pada wanita penderita kanker di negara berkembang termasuk Indonesia, sehingga pencarian obat yang lebih tepat masih diperlukan. Tujuan penelitian ini untuk menentukan aktivitas antiproliferasi senyawa brusein-A terhadap sel kanker payudara T47D secara in 
vitro. Brusein-A diisolasi dari buah makasar (Brucea javanica (L.) Merr.) dan struktur senyawa yang diperoleh dielusi dengan spektroskopi data. Aktivitas antikanker diamati sebagai antiproliferasi terhadap sel kanker payudara T47D. Antiproliferasi diuji dengan penambahan sulfo rodamin B pada media kultur sel. Masing-masing sumur mengandung 30.000 sel yang diberikan brusein-A dengan variasi 10 konsentrasi antara lain 0,04 µg/mL, 0,08 µg/mL, 0,16 µg/mL, 0,31 µg/mL, 0,63 µg/mL, 1,25 µg/mL, 2,5 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, dan 20 µg/mL selama 72 jam. Percobaan diulang dua kali dan selanjutnya persentase viabilitas sel dihitung. Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai IC50 brusein-A terhadap sel T47D memberikan efek antiproliferasi sebesar 0,54 µg/mL dengan cisplatin 0,43 µg/mL sebagai kontrol positif. Simpulan, brusein-A mempunyai aktivitas antiproliferasi terhadap sel kanker payudara T47D. [MKB. 2015;47(1):22–8]
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Brucein-A Compound of Makasar Fruit (Brucea javanica (L.) Merr.) as 
Antiproliferative Agent against T47D Breast Cancer Cells
AbstractBreast cancer is currenly the number one cancer of all cancers attacking women, especially those who live in developing countries including Indonesia. Therefore, the pursuit of  drugs for breast cancer is still needed. The aim of this study was to determine the anti proliferative activity of brucein-A against breast cancer T47D cells in vitro. Bruceine-A was isolated from “buah makasar” (Brucea javanica (L.) Merr) and the structure of the isolated compound was elucidated by spectral data. The activities of anticancer were evaluated from the antiproliferative effects on T47D breast cancer cell line . The antiproliferative effects were examined in cultured cells stained with sulforhodamin B. Each well contained 30,000 cells, which was treated with bruceine-A in 10 concentration variations of 0.04 µg/mL, 0.08 µg/mL, 0.16 µg/mL, 0.31 µg/mL, 0.63 µg/mL, 1.25 µg/mL, 2.5 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, and 20 µg/mL for 72 hours. The experiment was replicated twice and the inhibitory percentage of cells was then calculated. The results showed that the IC50 value of bruceine-A on T47D cells as anantiproliferative effect was0.54 µg/mL with cisplatin 0.43 µg/mL as the positive control. In conclusion, bruceine-A has an antiproliferative activity on T47D breast cancer cell line. [MKB. 2015;47(1):22–8]
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PendahuluanKanker payudara merupakan keganasan kedua yang sering ditemukan dan menjadi penyebab utama kematian pada wanita sesudah kanker serviks.1 Diperkirakan bahwa kanker payudara mencapai 23% dari seluruh kasus kanker dan sekitar 14% menyebabkan kematian.2 Insidens kanker payudara di Indonesia mencapai 37 per 100.000 penduduk yaitu dengan angka kematian sebesar 18,6%.3 Berdasarkan laporan Aryandono dan Harijadi,4 bahwa dari 245 pasien kanker payudara terdiri atas 62% berusia 40–59 tahun, 19% di bawah usia 40 tahun, dan 19% berusia lebih dari 60 tahun.Pada umumnya pengobatan kanker payudara dilakukan dengan cara operasi, radiasi, terapi hormonal, dan juga kemoterapi. Penggunaan obat-obatan untuk kemoterapi tidak hanya mampu membunuh sel-sel kanker yang sedang membelah diri tetapi juga dapat membunuh sel sehat yang membelah diri seperti sel imun, sel sumsum tulang, sel mukosa usus, dan sel folikel rambut.5 Secara klinis efek samping kemoterapi mampu menyebabkan infeksi, mual, kelelahan, memar dan berdarah, anemia, rambut rontok, nafsu makan berkurang, mulut sakit, diare, mati rasa atau kesemutan, alergi, serta penggumpalan darah.6 Oleh karena itu, perlu dicari obat baru yang mampu menyembuhkan kanker payudara secara efektif, aman, dan kurang menimbulkan efek samping. Salah satu alternatif adalah dengan menggunakan senyawa brusein-A yang diisolasi dari buah makasar (Brucea javanica (L.) Merr.).Tumbuhan buah makasar banyak dijumpai di negara Asia dan dikenal dengan nama ya dan zi. Tumbuhan ini berbentuk perdu tegak menahun dan banyak tumbuh liar di Indonesia di hutan atau di pekarangan rumah. Buah tanaman ini mempunyai rasa yang sangat pahit sehingga tidak dapat dikonsumsi dan sering digunakan sebagai obat tradisional untuk mencegah disentri, diare, dan malaria. Buah makasar banyak mengandung senyawa quasinoid dan mempunyai aktivitas sebagai antikanker.7,8 Golongan dari senyawa quasinoid mempunyai kemampuan untuk dapat menghambat nuclear factor kappa B (NF-κB) dan berikatan dengan DNA sehingga menginduksi apoptosis atau kematian sel kanker. Selama apoptosis akan terjadi degradasi dan fragmentasi DNA menjadi rantai oligonukleosom sehingga sel kanker menjadi mati.9–11 Oleh karena itu, brusein-A yang merupakan senyawa quasinoid dari buah makasar kemungkinan besar dapat digunakan sebagai antikanker payudara. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
aktivitas antikanker senyawa brusein-A yang diisolasi dari buah makasar terhadap sel kanker payudara T47D secara in vitro.
Metode Penelitian dilaksanakan dari bulan April sampai Juni 2012 menggunakan desain ekperimental di laboratorium analisis hasil pertanian Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung. Selanjutnya, pengujian terhadap aktivitas antikanker dilaksanakan di laboratorium Puslit Kimia, LIPI, Bandung. Penelitian dilakukan dalam dua kali ulangan dengan perlakuan konsentrasi brusein-A yang terdiri atas 0,04 µg/mL, 0,08 µg/mL, 0,16 µg/mL, 0,31 µg/mL, 0,63 µg/mL, 1,25 µg/mL, 2,5 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, dan 20 µg/mL. Senyawa brusein-A diekstraksi serta diisolasi sesuai dengan prosedur Subeki dkk.12 Sebanyak 10 kg tepung buah makasar direndam dalam 30 mL EtOH 70% selama 28 hari, selanjutnya 
filtrat disaring dengan kain saring dan diuapkan dengan menggunakan rotari evaporator menjadi 1 L. Filtrat pekat tersebut kemudian diekstrak dengan etil asetat (EtOAc) sehingga diperoleh fraksi air dan EtOAc. Fraksi EtOAc diuapkan hingga kering kemudian dimasukkan ke dalam 
silika gel kolom kromatografi dan juga dielusi dengan CHCl3 (1 L), MeOH-CHCl3 (3:97, 1 L), dan MeOH-CHCl3 (1:4, 1 L) secara berurutan. Dengan cara yang sama dilakukan pengeringan fraksi MeOH-CHCl3 (1:4) setelah itu dimasukkan 
ke dalam silika gel kolom kromatografi dan dielusi dengan heksan:EtOAc (3:7, 4 L) hingga diperoleh 10 fraksi. Dari kristalisasi fraksi ke-5 dengan menggunakan pelarut MeOH dihasilkan senyawa brusein-A, kemudian dilakukan analisis spektroskopi. Prosedur ekstraksi dan isolasi senyawa brusein-A dari buah makasar dapat dilihat pada Gambar 1.Pengujian aktivitas antiproliferasi senyawa brusein-A dari buah makasar secara in vitro dilakukan memakai sel T47D metode Rachmani dkk.1 Sel kanker payudara T47D merupakan 
continous cell lines yang morfologinya seperti sel epitel yang diambil dari jaringan payudara seorang wanita berusia 54 tahun yang terkena 
ductal carcinoma. Sel ini termasuk cell line 
adherent ATCC yang mengekspresikan ER-β dibuktikan dengan terjadi respons peningkatan proliferasi yang merupakan akibat pemaparan 
17β-estradiol.13,14 Sel ini memiliki doubling time 
32 jam dan diklasifikasikan sebagai sel yang mudah mengalami diferensiasi karena memiliki 
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reseptor estrogen+.15 Sel ini sensitif terhadap 
doxorubicin dan mengalami missense mutation pada residu 194 dalam zinc binding domain L2 gen p53.13 Loop L2 ini berperan penting pada pengikatan DNA dan stabilisasi protein. Jika p53 tidak dapat berikatan dengan response element pada DNA, kemampuannya untuk regulasi cell 
cycle dapat berkurang atau hilang.16 Pada sel tumor dengan mutasi p53 diketahui terjadi pengurangan respons terhadap agen-agen yang menginduksi apoptosis dan juga tumor tersebut kemungkinan menjadi resisten terhadap obat antineoplastik yang memiliki target pengrusakan DNA.17 Sel T47D (koleksi Laboratorium Puslit Kimia, LIPI, Bandung) ditumbuhkan dalam suatu media 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM). Media DMEM sebanyak 12 g dilarutkan dalam 1 L akuades steril dan ditambahkan 3,7 g NaHCO3, gentamisin 1%, penisilin 10.000 IU, serta pH diatur 7,2. Media selanjutnya ditambahkan 10% 
fetal bovine serum (FBS) dan disterilisasi dengan 
membran filter 0,22 µm.Pemeliharaan sel T47D dilakukan dengan 
mengganti media kultur setiap 3 hari dengan cara suspensi sel dari flask culture dipindahkan ke dalam tabung dan disentrifus dengan kecepatan 1.000 rpm selama 10 menit. Supernatan lalu dibuang dan sel yang mengendap dicuci dengan larutan phosphate buffer saline (PBS) dan juga 
disentrifius dengan kecepatan 1.000 rpm selama 10 menit. Sesudah itu endapan ditambahkan media baru sebanyak 5 mL serta dimasukkan ke dalam flask culture dan diinkubasi dalam inkubator CO2 pada suhu 37oC, 5% CO2, dengan kelembaban relatif 95% selama 3 hari.Setelah diinkubasi, sel T47D dicuci dengan larutan PBS sebanyak 5 mL. Selanjutnya, ke dalam 
flask culture yang berisi sel T47D ditambahkan 0,025% larutan tripsin-EDTA sebanyak 100 mL dan FBS 900 mL dan diinkubasi dalam inkubator CO2 pada suhu 37 °C, 5% CO2, dengan kelembaban relatif 95% selama 15 menit. Lalu, ditambahkan 1 mL media baru dan dilakukan perhitungan sel dengan hemositometer. Pembuatan master plate untuk pengujian antiproliferasi dengan mempergunakan 96-well 
microplate. Well A-B untuk sampel brusein-A dan 
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C-D untuk standar obat cisplatin. Well 1 sampai 10 diisi oleh sampel brusein-A atau cisplatin dari berbagai konsentrasi. Pembuatan konsentrasi brusein-A atau cisplatin dilakukan dengan cara ke dalam well A-D pada posisi No. 1 diisi dengan 180 mL akuades steril. Selanjutnya, ke dalam well No. 1 tambahkan 20 mL brusein-A atau cisplatin yang dilarutkan dalam dimethyl sulfoxide (DMSO) dengan konsentrasi 20 mg/mL. Lalu, dari well No. 1 tersebut diambil 100 mL dan dimasukkan ke dalam well No. 2 dan ditambahkan 100 mL akuades steril sampai seterusnya hingga No. 10 sehingga diperoleh konsentrasi brusein-A atau 
cisplatin sebesar 0,04 mg/mL. Pengujian antiproliferasi dilakukan dengan cara memasukkan 10 mL larutan dari master 
plate dalam setiap 96-well microplate baru No. 1–10 diisi dengan sesuai dengan urutan pada 
master plate tersebut. Selanjutnya, ke dalam setiap well ditambahkan 190 mL kultur T47D yang mengandung sel sebanyak 30.000. Well E–F diisi dengan 10 mL DMSO 10% dan 190 mL kultur sel T47D sebagai kontrol positif efek penggunaan DMSO untuk melarutkan brusein-A dan cisplatin terhadap pertumbuhan sel. Pembuatan zero day 
cell dilakukan dengan cara ke dalam well G-H diisi dengan 10 mL akuades steril dan 190 mL kultur sel T47D sebagai kontrol negatif. Selanjutnya, 
microplate diinkubasi dalam inkubator CO2 pada suhu 37°C, 5% CO2 dengan kelembaban relatif 95% selama 72 jam.Pengamatan efek antiproliferasi senyawa brusein-A dan cisplatin terhadap sel T47D diukur absorbansinya menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 515 nm. Pada konsentrasi 
Gambar 2 Pengaruh Senyawa Brusein-A dari Buah Makasar dan Cisplatin terhadap Viabilitas 
       Sel Kanker Payudara T47D
                                   ODss – ODzd
Viabilitas (%)=                                 x  100                                   ODsd – ODzd
senyawa uji yang lebih kecil ditemukan pada morfologi sel yang masih hidup sehingga dengan pewarnaan SRB pada media kultur memberikan warna hijau. Pada konsentrasi senyawa uji yang lebih besar dapat menyebabkan apoptosis dengan terjadi fragmentasi DNA dan kondensasi kromatin pada nukleus sel sehingga media kultur berwarna oranye. Rumus penghitungan persentase viabilitas sel T47D pada setiap konsentrasi brusein-A dan cisplatin ditentukan sebagai berikut:
Keterangan:ODss:   optical density (sel + sampel)ODzd:  optical density (zero day)ODsd:  optical density (sel + DMSO 10%)Data dihitung sebagai nilai IC50 yang merupakan konsentrasi larutan uji yang dapat mematikan 50% populasi sel. Data disajikan dalam bentuk 
grafik dan dianalisis secara deskriptif.
Hasil Uji sitotoksik secara in vitro digunakan untuk mengetahui aktivitas antiproliferatif senyawa yang diuji dengan nilai IC50 . Nilai IC50 adalah konsentrasi senyawa uji yang dapat mematikan sebanyak 50% populasi sel. Semakin kecil nilai IC50 
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menunjukkan potensi senyawa tersebut sebagai obat kanker semakin besar. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat korelasi jumlah sel kanker payudara T47D yang mati dengan kenaikan konsentrasi brusein-A. Perbedaan pada konsentrasi brusein-A menyebabkan perbedaan viabilitas sel kanker payudara. Semakin besar konsentrasi brusein-A yang ditambahkan dalam media kultur, maka semakin kecil viabilitas sel kanker payudara (Gambar 2).Penggunaan senyawa brusein-A dari buah makasar pada konsentrasi 20 µg/mL mempunyai nilai viabilitas terendah yaitu 17,93%, sedangkan pada konsentrasi 0,04 µg/mL mempunyai nilai viabilitas tertinggi yaitu 73,85%. Nilai viabilitas sel kanker payudara pada konsentrasi brusein-A 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0,16; dan 0,08 µg/mL secara berurutan sebesar 25,60%, 29,15%, 36,20%, 41,18%, 48,36%, 53,74%, 60,71%, dan 68,96%. Keadaan yang sama juga terjadi pada standar obat antikanker cisplatin. Cisplatin pada konsentrasi 20 µg/mL mempunyai nilai viabilitas terendah yaitu 7,50%, sedangkan pada konsentrasi 0,04 µg/mL memiliki nilai viabilitas tertinggi yaitu 82,72%. Nilai viabilitas sel kanker payudara pada konsentrasi cisplatin 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0,16; dan 0,08 µg/mL secara berurutan sebesar 14,85%, 18,93%, 15,97%, 34,83%, 44,18%, 54,10%, 65,37%, dan 72,26%.
PembahasanSenyawa brusein-A yang diisolasi dari buah makasar mempunyai bentuk tepung amorphous dengan titik lebur 271–272oC dengan nilai optikal rotasi [a]20D -80,3o (c 0,8, piridin). Analisis dengan IR menunjukkan gugus hidroksi (3.420 cm-1), d-lakton and ester (1.736 cm-1), serta 
a,b-karbonil ikatan rangkap (1.683 dan 1.640 cm-1). Hasil analisis Mass Spectrometer FD-MS: 
m/z 522 [M]+ dan HR-EI-MS m/z 522.2090 [M]+ menunjukkan rumus molekul C26H34O11. Analisis proton1 H-NMR menunjukkan spektrum resonansi satu metil tersier (d 1,22), dua metil sekunder (d 0,90 dan 0,91), dan satu metil 
olefinik (d 1,72), sedangkan analisis karbon13 C-NMR memberikan spektrum resonansi pada 
C-3 (δ 144,2), C-11 (δ 71,5), dan C-12 (δ 74,7). Keadaan  ini menunjukkan bahwa terdapat gugus hidroksi yang terikat pada karbon. Berdasarkan hasil analisis 13C-NMR (d 170,0; 42,6; 25,4; 22,3, dan 22,4) rantai samping mengandung gugus 3-methylbutanoyloxy yang berhubungan dengan C-15.12 Struktur kimia senyawa brusein-A dari buah makasar dapat dilihat pada Gambar 3.Brusein-A merupakan quasinoid golongan triterpen yang berperan sebagai antikanker.7,8 Sebagai antikanker, senyawa brusein-A memiliki kemampuan berikatan dengan DNA sehingga memengaruhi gen c-Myc dan dapat menginduksi apoptosis. Selain itu, senyawa brusein-A juga dapat menghambat nuclear factor kappa B (NF-
κB). Dengan demikian dapat dikatakan bahwa ekstrak buah makasar memiliki aktivitas sebagai antiproliferatif maupun proapoptosis terhadap karsinoma. Efek sitotoksik ekstrak buah makasar dapat menyebabkan fragmentasi DNA sehingga menyebabkan apoptosis.9–11Apoptosis adalah mekanisme biologi yang merupakan salah satu jenis kematian sel yang terprogram. Apoptosis dipergunakan oleh suatu organisme multisel untuk membuang sel yang tidak diperlukan oleh tubuh. Salah satu fungsi apoptosis adalah untuk membatasi proliferasi sel yang tidak diperlukan tubuh yang mampu menyebabkan kanker. Secara umum, beberapa tahapan apoptosis mulai dari fragmentasi DNA, penyusutan sitoplasma, dan terjadi perubahan membran yang diikuti oleh kematian sel tanpa lisis atau tanpa merusak sel tetangga.18Brusein-A yang diisolasi dari buah makasar memiliki kemampuan untuk menghambat enzim DNA topoisomerase II yang berfungsi dalam proses replikasi, transkripsi, rekombinasi, dan proliferasi sel kanker. Penghambatan aktivitas enzim tersebut akan membentuk protein linked 
DNA breaks (PLDB) yang dapat menyebabkan fragmentasi DNA sel kanker dan selanjutnya berpengaruh pada proses replikasi sel kanker.19,20Zhang dkk.21 mengemukakan bahwa apoptosis melibatkan mekanisme yang kompleks, baik melalui jalur mitokondria, reseptor kematian, maupun survival. Ketiga jalur tersebut melibatkan regulator 
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caspase-8 ataupun caspase-9. Apoptosis melalui 
caspase-9 biasanya melibatkan gen p53 seperti pada kematian sel kanker mieloma, sementara pada sel kanker T47D dapat menyebabkan kehilangan fungsi gen p53.10,22,23 Gen p53 yang hilang di dalam sel kanker karena mengalami mutasi pada residu 194, leusin berubah menjadi fenilalanin. Akibatnya, gen p53 akan merangsang mitokondria melepaskan sitokrom-c ke dalam sitosol. Di dalam sitosol, sitokrom-c bersama dengan apoptotic protease activating factor 1 (APAF1) dan procaspase-9 akan membentuk 
caspase-9. Selanjutnya, pembentukan caspase-9 sebagai caspase awal akan mengaktifkan caspase eksekusioner caspase-3, -6, dan -7 sehingga menyebabkan apoptosis sel.10,23 Data yang diperoleh dari berbagai konsentrasi brusein-A kemudian dianalisis dengan regresi linier sehingga dihasilkan nilai IC50. Hasil analisis menunjukkan hubungan yang sangat erat antara persentase kematian sel kanker payudara T47D dan konsentrasi senyawa brusein-A. Hal ini 
terlihat dari nilai koefisien korelasi sebesar 0,996. Senyawa brusein-A dari buah makasar pada konsentrasi 0,54 µg/mL dapat menghambat 50% proliferasi sel kanker payudara (IC50). Nilai IC50 dari senyawa brusein-A ini tidak jauh berbeda dengan nilai IC50 standar obat cisplatin 
yaitu sebesar 0,43 µg/mL dengan koefisien korelasi sebesar 0,967.Buah makasar telah dipergunakan secara tradisional oleh masyarakat untuk mengatasi berbagai penyakit, termasuk penyakit kanker. Pada penelitian ini dapat dibuktikan secara in 
vitro bahwa senyawa brusein-A yang diisolasi dari buah makasar mampu menimbulkan efek antiproliferasi pada sel kanker payudara T47D. Diperlukan penelitian lebih lanjut baik secara 
in vivo dan uji klinik sebagai dasar penggunaan brusein-A sebagai obat antikanker.
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